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挥重要作用：在 Wnt 信号通路中，Axin 作为负调控因子，下调 β-catenin 的水平；
在 JNK 信号通路中，Axin 与 MEKK1 或 MEKK4 相互结合，激活 JNK，诱导细
胞凋亡；在 TGF-β 信号通路中，Axin 通过磷酸化 Smad3 增强转录活性；在 p53





主要分布在 nuclear body 上。PML-NB 的成分错综复杂，包含 SUMO-1, Sp100, 
Sp140, CBP, BLM, Daxx, pRB, p53 等多种重要的信号分子，可见 PML-NB 参与多
条信号转导途径。在 APL 中,PML 与 RARα基因融合，融合蛋白与野生型的 PML
发生异源二聚化，引起 PML 的异常分布，破坏 NB，导致肿瘤抑制，细胞增殖、
分化、存活的紊乱。 
众所周知，Axin 和 PML 都是抑癌因子，都参与 p53 诱导的凋亡，但两者之
间的直接联系还不清楚。因此，本论文采用生物化学，分子生物学和细胞生物学
的方法对 Axin 和 PML 之间的关系进行研究和阐述，初步揭示了 PML 在 Axin
诱导细胞死亡中的作用。本论文发现：( 1 ) UV 刺激可促使 Axin 从细胞浆转移
到细胞核，并定位于 PML-NB。( 2 ) Axin 可与 PML 相互作用。( 3 ) Axin 诱导的
p53 的活化需要 PML 的参与，PML 的显性负作用突变体及其 siRNA 都可强烈抑
制 Axin 激活 p53。( 4 ) PML 和 Axin 均参与 UV 诱导的细胞死亡。( 5 ) Axin 诱导
的细胞死亡需要 PML 的参与，PML 的显性负作用突变体及其 siRNA 可以抑制
Axin 引起的细胞死亡。 




















Axin (Axis inhibitor) is a scaffold protein which plays important roles in 
multiple signal-transduction pathways. In the Wnt signaling pathway, Axin stimulates 
degradation of β-catenin by forming a large multimeric protein complex with APC, 
GSK-3β and β-catenin. In JNK signaling, Axin activates JNK by directly binding to 
MEKK1 or MEKK4. In TGF-β signaling, Axin enhances the transcriptional activity 
of Smad3. Besides, Axin regulates the transcriptional activity of p53 by forming a 
protein complex with p53 and HIPK2. These different signaling pathways control 
cellular processes, including cell proliferation, differentiation, transformation, 
apoptosis and cell cycle arrest. 
PML, an important tumor suppressor, was originally cloned and identified from 
APL patient. It locates on the PML-NB, which is a multimetric complex containing 
SUMO-1, Sp100, Sp140, CBP, BLM, Daxx, pRB, p53 and so on. In APL patients, 
PML fuses with RARα, and the resulting fusion protein dimerizes with PML and 
interfere with the formation of nuclear body, leading to the disorder of survival, 
proliferation, differentiation of normal cell and tumor suppression.  
It has been shown that both Axin and PML are tumor suppressors and are 
involved in p53-induced apoptosis, but the relationship between them is not clear. In 
this study, taking advantage of the methods of biochemistry, molecular biology and 
cell biology, I focused on the relationship between Axin and PML, and discovered 
that PML plays an important role in Axin induced cell death. (1) UV irradiation 
stimulates redistribution of Axin from cytoplasm to PML-NB in the nucleus; (2) Axin 
interacts with PML; (3) PML is required for Axin-mediated p53 activation, and this 
activation can be blocked by its dominate forms and siRNA; (4) Both PML and Axin 
are involved in UV-induced cell death; (5) PML is required for Axin-induced cell 
death, both dominant negative forms and siRNA of PML can block the process.  
In conclusion, all data give evidence of the effect of PML on UV-induced, 




















































第一章 前 言 
1.1 Axin 是多个信号通路中的构架蛋白 
1.1.1 Axin 的发现 
1997 年，F.Constantini 及其同事克隆出小鼠 Fused（Fu）基因，并发现鼠 Fused
基因编码一个有 976 个氨基酸的蛋白质，这一蛋白质被命名为 Axin(axis 
inhibition)。其实，鼠 Fused 基因早在 66 年前就已被发现，它的突变会导致显性
的尾部卷曲，纯合子还会出现耳聋及神经、泌尿系统缺陷。迄今为止，已发现多
个 Fused 等位基因，例如 Fuki，Fukb，它们的突变体有多种表型，但是更为重要
的是，这些等位基因的纯合子胚胎都有完全或部分的体轴复制、神经管异常和外




人的 Axin1 基因定位于第 16 条染色体长臂上(16q13-3)，蛋白序列与小鼠相比约
87％的相似。通过对人的 Axin1 基因的基因组结构分析发现，Axin1 由 10 个外
显子组成，编码 868 个氨基酸（a 型）或 826 个氨基酸（b 型）两种异型体（取
决于 mRNA 不同的剪接方式）。b 型异构体与 a 型相比，缺少了 N 端第八个外显
子中的 36 个氨基酸，目前但这段区域的功能还不清楚 [7] 。 
通过对不同物种的蛋白序列比较分析，Axin1 具有两个非常保守的结构域：
在 N 末端与 G 蛋白信号调节因子 RGS（Regulator of G-protein Signaling）同源，
这一区域是 G 蛋白信号调控因子家族中高度保守的区域[8,9]，所以称为 RGS 结构
域；在 C 末端与 Axin 形成二聚体相关并与 Dishevelled 蛋白同源，称为 DIX 结
构域[10]。 
1998 年，Birchmeier 研究小组用糖原合成激酶 GSK-3β ( glycogen synthase 
kinase 3beta)作诱饵蛋白，在小鼠胚胎 cDNA 文库中筛选出 Conductin 即 Axin2[11]。
与小鼠 Axin1 相比较， Axin2 在整体氨基酸序列上有 45％的相同性。同年，
Kikuchi 及其同事通过酵母双杂交以 GSK-3β为诱饵蛋白在大鼠脑 cDNA 文库分
离出 Axil 蛋白，因其功能与 Axin1 相似，能抑制体轴形成，命名为 Axil（Axin like）















Axil 统称为 Axin2。Axin2 与 Axin1 一样具有 N 末端的 RGS 结构域和 C 末端 DIX
结构域。 
目前还不清楚 Axin2 是否象 Axin1 那样在各种动物物种普遍存在，但对人的
Axin2 有了比较充分的认识。人的 Axin2 基因定位于第 17 条染色体长臂上
(17q23-24)，其 cDNA 约 2.5kb 长，由 10 外显子组成，编码 843 个氨基酸（a 型）
或 778 个氨基酸（b 型）两种异型体，其中 b 型缺少第 6 个外显子编码的 65 个
氨基酸[13,14]。 






1.1.2.1 Axin  
Axin 作为 Wnt 信号传导途经中一种负性调节因子[19-23]，以构架蛋白的形式
发挥多种不同功能。Axin 上很多结合位点，可与 Wnt 信号传导途径中的重要成
员 APC、GSK-3β、β-catenin、CKIα等结合，使 GSK-3β和β-catenin 相互靠近而
促进β-catenin 的磷酸化及降解[24-27]。由于β-catenin 可通过激活癌基因表达引起细
胞异常增殖，而 Axin 又可下调β-catenin 水平，因此，Axin 被认为是一个非常重
要的肿瘤抑制因子。 
Wnt 信号途径中，Axin 的 RGS 结构域[28]、β-catenin 结合区域和 GSK-3β结
合区域[29]以及 C 末端 DIX 结构域[30]对调节β-catenin 水平是至关重要的。 
1.1.2.2 β-catenin 
    β-catenin（β连环蛋白）通过第 2-7个 armadillo重复区域，与Axin的第 437-506
位氨基酸区域，直接结合[31]。GSK-3β与β-catenin 能同时与 Axin 结合形成三聚体。
这一复合体的形成便于 GSK-3β和 CKIα对β-catenin 的磷酸化[31,32]。磷酸化的
β-catenin 被 E3 泛素连接酶β-TrCP 识别，通过泛素介导的蛋白酶复合体途径被降
解[33]。当 Wnt 信号通路被激活后，由 Axin、GSK-3β、APC 等分子组成的β-catenin















GSK-3β对 Axin 的磷酸化作用，使 Axin 稳定性下降而降解，从而使降解复合体
解体，细胞质内的β-catenin 不断积累并进入细胞核，在核内与多种转录因子/协
同因子结合，从而调控一系列的细胞生长/分化相关基因包括 Siamois、Twin、
Xnr-3、Ubx、cyclin D1 和 c-MYC[34-39]。 
1.1.2.3 GSK-3β 
        glycogen synthase kinase-3β（糖原合成酶激酶 3）结合在 Axin 的第 353-437
位氨基酸区域，而 Axin 在 GSK-3β上的结合区域是由一个α螺旋(aa 262-273)和一
个伸展的环(aa 285-299)组成[40]。GSK-3β是一种调节细胞内多种功能的重要的丝
氨酸/苏氨酸蛋白激酶，最初发现它能使糖原合成酶磷酸化而失活。GSK-3β对细
胞的糖原代谢、微管动力、转录因子(NFAT, CREB, β-catenin, c-Jun)调控和体轴发
育都有影响[41-43]。在 Wnt 通路中它使β-catenin 磷酸化从而更易被降解。Axin 可
能作为方便 GSK-3β磷酸化β-catenin 的构架蛋白而参与调节β-catenin 的稳定性。
如果 GSK-3β不能结合β-catenin 将导致β-catenin 水平的失调并诱发癌症。GSK-3β
磷酸化底物的特点是它需要一个引发磷酸化位点，这个位点是由 CKIα磷酸化的。
所以 GSK-3β需要 CKIα来协助其实现负调控β-catenin 的功能[44]。对 Wnt 信号通
路的深入研究还发现，该通路的中心事件可能是 GSK-3β对 Axin 的磷酸化，而
不是对β-catenin 的磷酸化[45]。 
1.1.2.4 APC 
Adenomatous Polyposis Coli（肠腺息肉瘤蛋白），Axin 通过 RGS 结构域（aa 
89-216）与 APC 结合[46] 。在 Wnt/β-catenin 信号通路中，Axin 与 APC，GSK-3β
及 β-catenin 形成蛋白复合体，对 β-catenin 进行磷酸化，从而促进 β-catenin 的降
解[47]。APC 需要与 Axin 相互结合才能负调控β-catenin，APC 在 Axin 上相互结
合的区域为 20 个氨基酸的重复区域[48]。一旦这一区域被破坏，APC 就失去了促
进β-catenin 降解的能力[49]。实验证明 APC 与 Axin 形成复合体能促进 GSK-3β对
β-catenin 的磷酸化及随后β-catenin 的降解[50]。 
1.1.2.5 Casein Kinases I (CKI) 
Axin 的 C 末端第 217-352 氨基酸区域对 CKⅠα和 CKⅠε的结合十分重要。
在 Wnt 信号通路中，因 CKIε能模拟 Wnt 诱导爪蟾的体轴复制，而 CKIα则不能，
















降解复合物的多种分子如 APC、Axin、Dvl 和β-catenin 进行磷酸化。 
与 CKIε不同，CKIα作为引发激酶将β-catenin 的 C 端丝氨酸磷酸化，促进





已发现三个不相关的 PP2A B 亚基家族，它们是 B，B56 和 PR72。可变调节亚基
的不同，使得不同的 PP2A 复合物的亚细胞分布和底物特异性不同。不同的 PP2A
复合物对不同的底物进行去磷酸化或对相同底物的不同位点进行去磷酸化[50]。 
PP2A 与 Axin 的第 298-506 氨基酸区域有相互结合。PP2A 的 B56 亚基在
Axin-GSK-3β-β-catenin 复合物中与 APC 和 Dvl 结合[54-56]，而 C 亚基与 Axin 相
互作用。B56 亚基表达的增加会降低β-catenin 的水平，减弱β-catenin 信号。 
1.1.2.7 Dishevelled 
Dishevelled 是 Wnt 信号转导的正调控子，通过与特异的 Wnt 受体 Frizzled
相互结合，抑制 GSK-3β的激酶活性。Dishevelled 通过保守的 DIX 结构域与 Axin
相互作用，对 β-catenin 降解复合物 APC/Axin/GSK-3β/β-catenin/CKIα进行调控。
目前认为被激活的 Dishevelled 通过促进 GBP/FRAT 与 GSK-3β的相互作用使
GSK-3β与 Axin 的结合变得不稳定，从而减少β-catenin 的磷酸化和降解[57]。 
1.1.2.8 LRP 
低密度脂蛋白受体相关蛋白(Low Density Lipoprotein（LDL）Receptor-Related 
Protein)，与 Axin 的第 353-437 氨基酸区域结合。LRP 位于 Wnt 下游、Dishevelled
上游的膜蛋白，与 Frizzled 一同启始 Wnt 信号的转导[58,59]。LRP5，6/Arrow 与
Frizzled 蛋白一起成为共同受体起作用。在 mFz8/mWnt-1/mLRP6 复合物中，Wnt
起着桥梁的作用，将 Frizzled 和 LRP6 偶联起来 [60,61]。有研究表明，在
LRP5,6/Arrow的胞内结构域有一个五次重复的模体-PPPSP，是激活Wnt/β-catenin
信号通路的充要条件。Wnt 信号能够刺激该模体的磷酸化，同时 Wnt 信号的转
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